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Ocenie poddano powierzchniowe właściwości oraz zdolność do produkcji 
śluzu i tworzenia biofilmu przez kliniczne izolaty z gatunku Staphylococ-
cus epidermidis oraz Staphylococcus hemolyticus, pochodzące z zakażeń od 
noworodków z bardzo małą masą urodzeniową. Na podstawie wyników 
uzyskanych kilkoma metodami fenotypowymi, stwierdzono, że izolaty S. 
haemolyticus wykazywały statystycznie istotnie silniejszą zdolność do pro-
dukcji śluzu oraz tworzenia biofilmu, niż izolaty S. epidermidis.
Słowa kluczowe: gronkowce koagulazo-ujemne, właściwości powierzchniowe, biofilm, 
noworodki z bardzo małą masą urodzeniową
ABSTRACT
Introduction: Coagulase-negative staphylococci (CNS), particularly Staphylococcus epi-
dermidis and Staphylococcus haemolyticus, are the leading cause of infection among infants 
with very low birth weight (<1500 g). The most important virulence factor of these pathogens 
is their ability to form biofilm. The aim of this study was to evaluate the surface properties, 
the ability to produce slime and biofilm formation of S. epidermidis and S. haemolyticus 
strains isolated from infections in very low birth weight neonates.
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Methods: Isolates of S. epidermidis (n=60) and S. haemolyticus (n=38) were obtained from 
neonates, hospitalized in two neonatal intensive care units in Poland. Cell surface hydrop-
hobicity was determined by autoagglutination test (AA) in 0.9% NaCl and salt aggregation 
test (SAT) in ammonium sulphate solution. In order to determine the ability to produce 
slime, Christiensen’s tube test with safranin staining and Congo Red Agar (CRA) test were 
carried out. The quantitative assessment of biofilm production was determined by crystal 
violet (CV) assay.
Results: Based on the AA test, it was demonstrated that almost all S. epidermidis and S. 
haemolyticus isolates showed no agglutination in sodium chloride saline. The SAT test 
indicated that the greatest number of S. epidermidis isolates aggregated in concentration of 
2 M, whereas, for S. haemolyticus, it was 0.5 M. In the Christiensen’s method, the largest 
amount of the S. epidermidis isolates produced a small amount of slime (40%), whereas 
68% of the S. haemolyticus isolates produced a large amount of slime. In CRA test, in both 
species, the most common result was the bacterial culture colour being almost black, which 
corresponds to low production of biofilm. Quantitative assessment of biofilm production in 
CV assay revealed that while 97% of the S. heamolyticus isolates produced high levels of 
biofilm, similar results were observed in only 43% of the S. epidermidis isolates.
Conclusions: Based on the results obtained by phenotypic methods, it was demonstrated 
that the S. haemolyticus isolates showed a statistically significant stronger ability to produce 
mucus and form biofilm than the isolates of S. epidermidis.
Keywords: coagulase negative stahylococci, bacterial cell surface properties, biofilm, 
very-low-birth-weight neonates
WSTĘP
Gronkowce koagulazo-ujemne (ang. coagulase-negative staphylococci; CNS), stanowią 
składnik fizjologicznej flory człowieka, kolonizując najczęściej skórę oraz błony śluzowe 
układu oddechowego i jamy ustnej (19). Obecnie gronkowce uznawane są za drobnoustroje 
oportunistyczne, wywołujące zakażenia u osób z obniżoną odpornością, bądź też u pa-
cjentów, których naturalna bariera błon śluzowych lub skóry została zaburzona w wyniku 
mechanicznych uszkodzeń. W ostatnich latach nastąpił znaczny wzrost liczby zakażeń 
wywołanych przez tą grupę mikroorganizmów, a gronkowce koagulazo-ujemne, w tym 
szczególnie gatunki Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus haemolyticus, stały się 
jedną z najczęstszych przyczyn zakażeń szpitalnych (21).
Grupą szczególnie narażoną na tego typu zakażenia są pacjenci, wymagający inwazyj-
nych metod leczenia, takich jak cewnikowanie, dializowanie czy odżywianie pozajelitowe, 
a także posiadający sztuczne zastawki lub protezy (5). Noworodki z bardzo małą masą uro-
dzeniową, poniżej 1500 gramów, ze względu na obecność  powyższych czynników ryzyka, 
a także niedojrzałość układu immunologicznego i brak rozwiniętej flory fizjologicznej, 
stanowią najczęstszą grupę wśród tych pacjentów. Szacuje się, że u około jednego na sześć 
żywo urodzonych noworodków z bardzo małą masą urodzeniową, podczas jego pobytu 
w szpitalu, rozwija się zakażenie związane z CNS (21). Tym samym gronkowce koagulazo-
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-ujemne, a szczególnie S. epidermidis i S. haemolyticus, stały się wiodącą przyczyną zakażeń 
uogólnionych na Oddziałach Intensywnej Terapii Noworodków (6).
Wzrost znaczenia gronkowców koagulazo-ujemnych, w tym szczepów wielolekoopor-
nych,  pośród innych etiologicznych czynników zakażeń szpitalnych, zmusza badaczy do 
poszukiwania jak najskuteczniejszych metod walki z tymi patogenami (9). Jako kluczowy 
czynnik wirulencji u gronkowców koagulazo-ujemnych wymienia się przede wszystkim 
zdolność do tworzenia biofilmu na powierzchni, biomateriałów, które mają szerokie zasto-
sowanie w medycynie. Biofilm to uporządkowana społeczność bakterii ukryta w polime-
rycznej macierzy, składającej się z polisacharydów, białek i zewnątrzkomórkowego DNA 
(18). Na proces tworzenia biofilmu przez bakterie wpływa między innymi hydrofobowość 
powierzchni komórek bakteryjnych oraz ich zdolność do adhezji i produkcji śluzu (12). 
Największym klinicznym problemem związanym z leczeniem zakażeń związanych z towa-
rzyszącym biofilmem są trudności terapeutyczne, wynikające z dużej oporności bakterii na 
antybiotyk. Obecnie, wśród stosowanych w medycynie biomateriałów, brak jest takich, do 
których bakterie nie ulegałyby adhezji (9). Dlatego też poznanie patomechanizmu tworzenia 
biofilmu jest niezwykle istotne w zapobieganiu szpitalnym zakażeniom wywołanym przez 
gronkowce koagulazo-ujemne.
Celem pracy było zbadanie właściwości powierzchniowych oraz zdolności do produkcji 
śluzu  i tworzenia biofilmu przez gronkowce koagulazo-ujemne z gatunku Staphylococcus 
epidermidis i Staphylococcus haemolyticus, będące etiologicznym czynnikiem zakażeń 
noworodków z bardzo małą masą urodzeniową. Ponadto,  porównanie tych właściwości 
w zależności od gatunku oraz typu zakażenia, a także wykazanie wzajemnych korelacji 
pomiędzy wynikami uzyskanymi z różnych metod fenotypowych.
MATERIAŁ I METODY
Materiał badawczy. Szczepy gronkowców koagulazo-ujemnych pochodziły z ko-
lekcji własnej Katedry Mikrobiologii UJ CM w Krakowie, zgromadzonej w ramach projektu 
własnego, numer NN 401 615 340, przechowywanej na kriobankach w temperaturze -80oC.
Izolaty pochodziły z materiałów klinicznych pobranych od noworodków z bardzo małą 
masą urodzeniową, hospitalizowanych w dwóch Oddziałach Neonatologii i Intensywnej 
Terapii Noworodka z Polski centralnej, w tym z: próbek krwi (n=55), wydzieliny z dróg 
oddechowych (n=30), płynu mózgowo-rdzeniowego (n=2), płynu z otrzewnej (n=1) oraz 
wymazów z  obwodowych kaniuli dożylnych (n=10). Typ zakażenia został rozpoznany 
przez neonatologa na podstawie klinicznego obrazu noworodka oraz badań laboratoryjnych.
Analizie poddano łącznie 60 izolatów S. epidermidis oraz 38 izolatów S. haemolyticus 
o potwierdzonej wcześniej, za pomocą metody PCR (20),  przynależności gatunkowej. 
Izolaty zostały wybrane pod kątem ich różnorodności genetycznej i reprezentowały różne 
typy PFGE, oznaczone we wcześniejszych badaniach metodą elektroforezy w zmiennym 
polu elektrycznym (ang. pulsed field gel electrophoresis). 
W obrębie gatunku S. epidermidis, ze względu na typ zakażenia, izolaty podzielono na 
cztery grupy: Grupa I: izolaty związane z zakażeniem uogólnionym, sepsą (n=15); Grupa 
II: izolaty związane z zapaleniem płuc (n=15); Grupa III: izolaty pochodzące z innego typu 
zakażeń, w tym zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych lub nekrotycznego zapalenia jelit 
(n=15);  Grupa IV: izolaty nie związane z zakażeniem (n= 15).
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W obrębie gatunku S. haemolyticus ze względu na wystąpienie lub brak zakażenia 
u noworodka, izolaty podzielono na 2 grupy: Grupa I: izolaty związane z różnymi typami 
zakażeń, w tym sepsa, zapalenie płuc, nekrotyczne zapalenie jelit (n=19); Grupa II: izolaty 
niezwiązane z zakażeniem (n=19).
Badanie hydrofobowości powierzchni.
a) Test autoaglutynacji w fizjologicznym roztworze (AA) (12).  Izolaty CNS 
hodowano na podłożu Columbia Blood Agar (Difco) zawierającym 5% krwi baraniej 
przez 18 godz. w 37oC w warunkach tlenowych. Masę bakteryjną pobierano w ilości 
pełnego oczka kalibrowanej ezy o pojemności 1 μl, a następnie zawieszono w 50 µl 
0,9% NaCl. W przypadku utworzenia jednolitego roztworu, a co za tym idzie braku 
wystąpienia autoaglutynacji, wynik testu uznawano za negatywny. Za pozytywny wynik 
testu uznawano pojawienie się kłaczkowatych agregatów bakterii.
b) Test agregacji  w roztworze siarczanu (VI) amonu (12). Izolaty bakteryjne 
przygotowywano jak powyżej. Następnie pobierano je w ilości jednego oczka ezy 1μl 
i zawieszano kolejno w 50 µl w roztworach (NH4)2SO4 (POCH S.A.) o wzrastających 
stężeniach molowych 0,02M; 0,05M; 0,5M; 1M; 2M; 4M. Najniższe stężenie siarczanu 
amonu, przy którym obserwowano agregację badanego szczepu oznaczono jako wartość 
SAT (M). Za dodatni wynik testu uznawano wartość SAT < 1M.
Badanie zdolności do produkcji śluzu.
a) Metoda probówkowa wg Christensen’a ,  z zastosowaniem safraniny (4). 
Badane izolaty zawieszano w szklanych probówkach o pojemności 10 ml, zawierających 
3ml podłoża płynnego TSB (POCH S.A.) i inkubowano przez 18 godz. w temperaturze 
37oC w warunkach tlenowych. Następnie podłoże delikatnie usuwano, a pozostałe na 
ściankach zaadherowane komórki bakteryjne wraz z wytworzonym przez nie śluzem 
barwiono przy użyciu 0,25% wodnego roztworu safraniny (Sigma). Po 1 min. nadmiar 
barwnika delikatnie usuwano, a probówkę pozostawiano do wyschnięcia na 30 min. 
Ilość powstałego śluzu oceniono w skali półilościowej, od (-) do (+++), przy czym (-) 
oznaczał całkowity brak produkcji śluzu, (+) słabą produkcję, (++) silną, natomiast (+++) 
bardzo silną produkcję śluzu.
b) Test CRA (ang. Congo Red Agar) (2). Oceny zdolności wytwarzania śluzu doko-
nywano na podstawie koloru, przyjmowanego przez kolonie hodowane na podłożu stałym 
z dodatkiem czerwieni Kongo. Izolaty hodowano na podłożu stałym Brain Heart Infusion 
(Oxoid) z dodatkiem 0,8 g czerwieni Kongo (Sigma) oraz 36 g sacharozy (POCH S.A.). 
Poddawano je inkubacji przez 18 godz. w temperaturze 37 oC w warunkach tlenowych, 
a następnie przez noc w temperaturze pokojowej. Kolor utworzonych kolonii oceniano 
w sześciostopniowej skali (2). Za dodatni wynik uznawano pojawienie się kolonii w ko-
lorach bardzo czarnym (ang. very blac; vb), czarnym (ang. black; b) i prawie czarnym 
(ang. almost black; ab), natomiast za negatywny wynik testu przyjęto pojawienie się 
kolonii bordowych (ang. bordeaux; brd), czerwonych (ang. red; r)  i bardzo czerwonych 
(ang. very red; vr).
Ilościowa ocena produkcji  biofilmu przy użyciu fioletu krystalicz-
nego (4). Badane izolaty CNS hodowano w podłożu płynnym TSB (POCH S.A.) przez 18 
godz. w temperaturze 37 oC w warunkach tlenowych. Następnie 200 µl zawiesiny bakterii, 
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po ich wcześniejszym 10-krotnym rozcieńczeniu w świeżym podłożu TSB, przenoszono 
do 96-dołkowych przezroczystych plastikowych płytek z płaskim dnem (Abo) i prowa-
dzono inkubację przez 18 godz. w temperaturze 37 oC w warunkach tlenowych. Po tym 
czasie hodowlę zbierano, a powstały biofilm przemywano trzykrotnie PBS (Dullbecco) 
oraz utrwalano przez 20 sekund zimnym metanolem (POCH S.A). Po usunięciu metanolu 
płytki pozostawiano do wyschnięcia na trzy godziny w temperaturze 37 oC, a następnie dołki 
barwiono roztworem fioletu krystalicznego (ANALAB) przez 3 minuty, po czym barwnik 
dokładnie odpłukiwano wodą destylowaną i pozostawiano na noc do wyschnięcia. W celu 
przeprowadzenia odczytu absorbancji dołki zalewano 200 µl etanolu (POCH S.A), a następ-
nie dokonywano  pomiaru absorbacji przy długości fali λ= 570 nm w aparacie Infinite M200 
PRO (Tecan). Pomiarów dokonywano na powierzchni całego dołka, łącznie 225 pomiarów 
na każdy dołek, wyniki końcowe zostały podane jako średnia +/- odchylenie standardowe. 
Eksperyment wykonywano w trzech powtórzeniach. Uzyskane wyniki poddano katego-
ryzacji, z wyszczególnieniem trzech grup: Grupa 1: izolaty z OD <0,120 niewykazujące 
zdolności do tworzenia biofilmu; Grupa 2: izolaty, których OD mieściło się w przedziale 
wartości od 0,120 do 0,240, wykazujące średnią zdolność do tworzenia biofilmu; Grupa 3: 
izolaty z OD wyższym od 0,240 tworzące silny biofilm (4). 
Analiza statystyczna. Analizę statystyczną przeprowadzono przy pomocy języka 
programowania R (R: A Language and Environment for Statistical Computing, http://www.r-
-project.org/) na bezpłatnej licencji GNU General Public License.
Dla porównania wyników wyrażonych na skali ilościowej w przypadku występowania 
dwóch grup zastosowano test U-Manna-Whitneya, natomiast przy większej liczbie grup – 
test Kruskala-Wallisa. Dla porównania wyników wyrażonych na skali porządkowej zasto-
sowano test sumy rang Wilcoxona. W celu wykrycia korelacji zastosowano test korelacji 
rang Spearmana. Dla wszystkich analiz przyjęto poziom istotności p<0,05.
WYNIKI
W celu przeprowadzenia oceny hydrofobowości powierzchni izolatów S. epidermidis i S. 
haemolyticus, przeprowadzono test  autoaglutynacji w soli fizjologicznej. Test ten wykazał, 
że tylko jeden szczep w obrębie każdego z gatunków, odpowiednio z grupy IV S. epidermidis 
oraz z grupy II S. haemolyticus, a więc izolatów niezwiązanych z zakażeniem, dał wynik 
dodatni. Pozostałe izolaty, to jest 98% z gatunku S. epidermidis (n=59) oraz 97% z gatunku 
S. haemolyticus (n=37) nie posiadały zdolności do autoaglutynacji w 0,9% roztworze NaCl.
Wyniki uzyskane z testu agregacji w roztworach siarczanu (VI) amonu, wykazały dużą 
różnorodność w obrębie badanych izolatów reprezentujących oba badane gatunki. 
Wśród S. epidermidis w 77% (n=46) dominowały izolaty, których wartość SAT równa 
była 2M, natomiast w obrębie gatunku S. haemolyticus w 74% (n=28) występowały izolaty 
o wartości SAT równej 0,5M. Pośród izolatów S. epidermidis nie zaobserwowano agregacji 
w stężeniach 0,02M i 0,05M, natomiast izolaty S. haemolyticus nie wykazywały wartości 
SAT równej 4M oraz 0,05M (Ryc. 1). Przeprowadzenie testu sumy rang Wilcoxona potwier-
dziło, że różnice między gatunkami były statystycznie istotne (W = 2119,5; p = 6,883e^-15), 
natomiast  nie wykazano różnic pomiędzy poszczególnymi grupami izolatów.
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Zdolność szczepów do produkcji śluzu wykazano poprzez zastosowanie dwóch testów, 
to jest, testu probówkowego według Christensena oraz testu Congo Red Agar (CRA). 
Metoda probówkowa z wykorzystaniem safraniny, wykazała, że 67% procent (n=40) izo-
latów S. epidermidis wykazywało zdolność do produkcji śluzu w różnym stopniu, podczas 
gry w obrębie S. haemolyticus śluz produkowało aż 87% (n=33) izolatów. Ocena stopnia 
produkcji śluzu, przeprowadzona na podstawie skali półilościowej wykazała, iż w obrębie 
gatunku S. epidermidis dominowały izolaty charakteryzujące się małą produkcją śluzu 
(40%, n = 24), natomiast w obrębie S. haemolyticus przeważały szczepy wykazujące dużą 
produkcję śluzu (68%, n = 26). Należy zaznaczyć, że 13% szczepów (n = 8) S. epidermidis 
charakteryzowało się bardzo dużą produkcją śluzu, nie zaobserwowaną u szczepów S. ha-
Ryc. 1.  Procentowy udział izolatów z gatunku S. epidermidis i S. haemolyticus, z podziałem na 
grupy badane, wykazujących dodatni wynik testu agregacji w roztworach siarczanu amonu 
(SAT) o stężeniu 0,002 – 4 (M).
Ryc. 2.  Procentowy udział szczepów z gatunków S. epidermidis i S. haemolyticus, z podziałem na 
grupy badane, w odniesieniu do ilości wydzielanego śluzu, ocenionej testem probówkowym 
wg Christensen’a, w skali półilościowej, gdzie (+++) oznacza bardzo dużą produkcję, zaś 
(-) brak śluzu.
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emolyticus (Ryc. 2). Zastosowanie testu sumy rang Wilcoxona wykazało, że obserwowane 
różnice pomiędzy gatunkami, są istotne statystycznie (W = 753, p = 0,00374), przy czym 
nie wykazano istotnych różnic w przypadku poszczególnych grup.
Dodatni wynik testu CRA, z zastosowaniem podłoża stałego i czerwieni Kongo, wykazał, 
że 90% (n=54) izolatów S. epidermidis oraz 95% (n=36) izolatów S. haemolyticus produkuje 
śluz w różnym stopniu, jednakże w obu badanych gatunkach najwięcej izolatów, to jest 50% 
S. epidermidis (n=30) oraz 79% S. haemolyticus (n=30), tworzyło kolonie o barwie prawie 
czarnej (almost black, ab), co odpowiadało małej produkcji śluzu (Ryc . 3). Zastosowanie 
testu sumy rang Wilcoxona wykazało wynik na granicy istotności statystycznej w przypadku 
obu badanych gatunków (W = 1375; p = 0,05007), nie wykazano różnic w odniesieniu do 
poszczególnych grup badanych. Dodatkowo, analiza statystyczna wykazała istotną, choć 
słabą korelację pomiędzy wartościami testu probówkowego z safraniną wg Christensen’a, 
a wynikami z testu CRA dla gatunku S. epidermidis (korelacja Spearmana; S = 22988; p = 
0,004569; współczynnik korelacji 0,37).
Dzięki zastosowaniu metody ilościowej CV, wykorzystującej wiązanie się fioletu krysta-
licznego z powstałym biofilmem i pomiaru absorbancji, uzyskano bardzo dokładne wyniki, 
które po kategoryzacji zgodnie ze sposobem zaproponowanym przez Christensen’a i inni 
(4) przedstawiono na rycinie 4 (Ryc. 4). W obu gatunkach najwięcej izolatów tworzyło 
biofilm w dużym stopniu, tj. OD> 0,240, z czego w przypadku S. epidermidis było to 43% 
(n = 26) izolatów, podczas gdy dla S. haemolyticus aż 93% (n = 37) izolatów. W obrębie 
S. epidermidis 32% (n = 19) izolatów nie tworzyło biofilmu, natomiast zdolności tej nie 
wykazywało tylko u 3% (n = 1) izolatów S. haemolyticus. Zastosowanie testu Test U-Manna-
-Whitneya potwierdziło, że izolaty z gatunku S. haemolyticus tworzą istotnie statystycznie 
więcej biofilmu, niż izolaty z gatunku S. epidermidis (W=104; p= 4.331e^-14), natomiast 
nie wykazano różnic istotnych statystycznie dla poszczególnych grup izolatów.
Ryc. 3.  Procentowy udział izolatów z gatunku S. epidermidis i S. haemolyticus, z podziałem na 
grupy badane, w odniesieniu do ilości wydzielanego śluzu, ocenianej testem CRA, wg 
koloru kolonii na podłożu z dodatkiem czerwieni Kongo (vr – bardzo czerwony, r – czer-
wony, brd – bordowy, ab – prawie czarny, b – czarny, vb – bardzo czarny).
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DYSKUSJA
Zakażenia wywołane przez gronkowce koagulazo-ujemne (CNS) są jedną z najczęst-
szych przyczyn zgonów wśród noworodków z bardzo małą masą urodzeniową (<1500 g) 
(21). Związane jest to ze zdolnością gronkowców do tworzenia biofilmu na tak zwanych 
biomateriałach, z których wykonane są różnego typu urządzenia stosowane u przewlekle 
hospitalizowanych pacjentów. Rozwijające się w biofilmie bakterie charakteryzują się 
zwiększoną oporności na działanie układu immunologicznego gospodarza i stosowanych 
antybiotyków, utrudniając i znacznie wydłużając hospitalizację pacjenta. Dlatego też bar-
dzo istotne jest dokładne poznanie czynników zaangażowanych w tworzenie biofilmu oraz 
poszukiwanie nowych strategii leczniczych przeciwdziałających jego tworzeniu się (9, 18). 
Obecnie badania nad biofilmem prowadzi się zarówno przy zastosowaniu metod fe-
notypowych, jak i metod genetycznych, w których poszukuje się genów zaangażowanych 
w proces jego tworzenia (1, 21). W pracy przedstawiono wyniki testów fenotypowych, 
powszechnie stosowanych od wielu lat w tego typu badaniach (2, 3, 8, 12).
W celu oceny właściwości badanych izolatów przeprowadzono testy mające ocenić sto-
pień hydrofobowości powierzchni komórek, ponieważ uważa się, że cecha ta silnie koreluje 
ze zdolnością do tworzenia biofilmu przez gronkowce koagulazo-ujemne. Jeden z zastoso-
wanym testów miał ocenić zdolność izolatów do autoaglutynacji w 0, 9 % roztworze NaCl. 
Zarówno dla izolatów z gatunku S. epidermidis, jak i S. haemolyticus otrzymany wynik był 
taki sam – tylko jeden ze szczepów z każdego gatunku aglutynował w soli fizjologicznej. 
Drugi z zastosowanych testów, przeprowadzonych w celu zbadania właściwości powierzch-
niowych, miał na celu wykazanie zdolności izolatów do autoagregacji w roztworach siarczanu 
(VI) amonu. Jak wynika z otrzymanych wyników, największa liczba izolatów, bo aż 76 %, 
w obrębie gatunku S. epidermidis agregowała przy stężeniu molowym równym 2 M, zaś dla 
gatunku S. haemolyticus stężenie to było niższe i wynosiło dla 74 % izolatów 0,5 M. Bada-
Ryc. 4.  Procentowy udział izolatów z gatunku S. epidermidis i S. haemolyticus, z podziałem na 
grupy badane, w zależności od stopnia tworzenia biofilmu, ocenianego na podstawie 
absorbancji testem CV, : OD <0,120 – brak biofilmu; OD 0,120-0,240 – średni biofilm; 
OD> 0,240 – duży biofilm. 
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nia prowadzone przez Krepsky’ego i wsp. wykazały, że szczepy S. epidermidis posiadające 
zdolność do autoaglutynacji w roztworze NaCl, agregowały w stężeniu soli  poniżej 1M 
(12), co wydaje się być zgodne z otrzymanymi wynikami.  Z kolei badania opisane przez 
Mamo i wsp. nie wykazały u żadnego z badanych szczepów S. epidermidis  zdolności do 
agregacji w stężeniu poniżej 1M (15), co potwierdzają także uzyskane przez nas wyniki. 
Zastosowanie półilościowej metody probówkowej według Christensen’a z użyciem 
safraniny miało na celu wstępną ocenę obecności śluzu wytwarzanego przez badane izolaty. 
Zasada testu polega na wiązaniu się barwnika z polisacharydami tworzącymi śluz zewnątrz-
komórkowy. Wyniki testu wskazują, że 67% szczepów S. epidermidis  było zdolnych do 
produkcji śluzu. Zbliżony wynik otrzymany został przez hinduską grupę badawczą, która 
wykazała obecność śluzu u 56,2 % badanych izolatów (17). Nieco mniejszy odsetek izola-
tów z gatunku S. epidermidis, to jest 44% i 47,6%, zdolnych do produkcji śluzu, podawali 
w swoich badaniach kolejno Christensen i wsp. (3) oraz Liduma i wsp. (13). 
Wyniki testu CRA z zastosowaniem czerwieni Kongo, umożliwiającego oceną wydzie-
lanego śluzu przez kolonie bakteryjne hodowane na podłożu stałym, wykazały, że aż 90% 
izolatów S. epidermidis oraz 95% izolatów S. haemolyticus wytwarzało śluz. Uzyskane 
wyniki wskazują na znacznie wyższy udział szczepów zdolnych do produkcji śluzu, niż 
wyniki opisane przez  Arciola i wsp. gdzie tylko 46% izolatów wydzielało śluzu (1).  Wy-
nik dodatni dla 78% izolatów, uzyskał natomiast Ziebuhr i wsp. (22). Należy podkreślić, 
że metoda CRA, obarczona jest pewnym błędem, związanym z subiektywną oceną koloru 
przez eksperymentatora oraz dużym zróżnicowaniem barw przyjmowanych przez kolonie 
bakteryjne, dlatego uzyskane wyniki są trudne w interpretacji.
Testem ilościowym, zastosowanym do oceny stopnia tworzonego biofilmu przez izolaty 
CNS, był test CV, z użyciem fioletu krystalicznego i pomiarem absorbancji (4). Uzyskane 
wyniki wykazały, że w obrębie gatunku S. epidermidis 43% izolatów charakteryzowało 
się wysoką zdolnością do tworzenia biofilmu, 25% średnią, natomiast 32% nie tworzyło 
biofilmu. Z kolei izolaty z gatunku S. haemolyticus, aż w 97 % charakteryzowały się wy-
soką zdolnością do tworzenia biofilmu. Otrzymane wyniki różnią się  w pewnym zakresie 
z wynikami opisanymi przez norweską grupę badawczą (8) badającą różne aspekty związane 
ze zdolnością do tworzenia biofilmu przez izolaty z gatunku S. haemolyticus. Z badań tej 
grupy naukowców wynika, że większość izolatów tworzyło biofilm w średnim stopniu, 
a tylko niewielki odsetek wykazywał silne zdolności do adherencji. Z kolei wyniki badań 
przeprowadzonych przez Christensen’a i wsp. (4)  na szczepach z gatunku S. epidermidis 
wskazywały, że największy odsetek izolatów wykazywał OD niższe niż 0,120, co według 
przyjętych kategorii, wskazywało na brak zdolności do tworzenia biofilmu. W interpreta-
cji wyników należy wziąć pod uwagę sposób odczytu, gdyż większość aparatów, głównie 
starszego typu, dokonuje pomiaru absorbancji w jednym, najczęściej centralnym punkcie 
badanego dołka. W stosowanej przez nasz zespół metodzie wykorzystano czytnik, który 
umożliwił skanowanie całego dołka i pomiar aż 225 punktów, rozmieszczonych równomier-
nie na jego powierzchni, stąd otrzymane wyniki, bardzo precyzyjnie podają ilość powstałego 
biofilmu na całej badanej powierzchni. 
W wyniku przeprowadzonych badań nie zaobserwowano istotnych statystycznie różnic 
pomiędzy izolatami wchodzącymi w skład poszczególnych grup, wyszczególnionych na 
podstawie typu zakażenia z jakim były związane. Pomimo różnych klonów jakie reprezen-
towały wybrane do analizy izolaty, potwierdzonych we wcześniejszych badaniach metodą 
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PFGE, ogólna charakterystyka wykazała ich duże podobieństwo. Można to tłumaczyć po-
chodzeniem izolatów, w dużej mierze z jednego ośrodka oraz dodatkowo dużą liczbą grup 
o małej liczebności izolatów. Zaobserwowane różnice istotne statystycznie odnotowano 
natomiast pomiędzy dwoma badanymi gatunkami gronkowców koagulazo-ujemnych, S. 
epidermidis oraz S. haemolyticus. Powyższe obserwacje trudne są do przedyskutowania 
z innymi autorami, gdyż brak prac w których oba badane gatunki gronkowców, zostały by 
poddane równolegle tym samym testom. Prace poświęcone badaniom nad S. epidermidis 
oraz osobno nad S. haemolyticus wydają się jednak potwierdzać zaobserwowane zależności 
(2, 3, 8, 12).
PODSUMOWANIE
Przeprowadzone badania wykazały istotne statystycznie różnice pomiędzy badanymi 
gatunkami izolatów. Szczepy Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus haemolyticus 
znacząco różniły się od siebie zarówno w zdolności do agregacji w roztworze siarczanu (VI) 
amonu, jak i w produkcji śluzu mierzonej za pomocą testu probówkowego, a także w ilości 
tworzonego biofilmu. Na uwagę zasługuje fakt, iż właściwości te okazały się szczególnie 
silne dla S. haemolyticus, czyli zdecydowanie rzadziej badanego i słabiej poznanego z tych 
dwóch gatunków. W związku z problemem klinicznym i terapeutycznym, jaki stanowi 
zdolność gronkowców koagulazo-ujemnych do wytwarzania biofilmu na biomateriałach, 
niezbędne jest prowadzenie dalszych badań umożliwiających poznanie procesów zaanga-
żowanych w tworzenie biofilmu, szczególnie u gatunku S. haemolyticus. 
Projekt został sfinansowany ze środków Narodowego Centrum Nauki NN 401 615 340.
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